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対象とした血管組織、また細胞機能評価法として利用した RT-qPCR に関して概説する。 
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性の試薬を取り込ませ、目的の 1 細胞のみに光を照射することで、細胞内の mRNA をビオチンで標
識した。ピペットで周辺組織を回収・抽出後に、アビジンビーズを用いることで、目的細胞の mRNA
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 走査型プローブ顕微鏡を用いた手法では、Ikai らのグループにより、AFM を用いた細胞内 mRNA
回収が報告されている 51,52。AFM プローブを細胞内に挿入することで細胞内 mRNA の探針への物
理的な吸着を促し、細胞内の mRNA の不均一性を検出可能であった。 
 また、比較的新しい技術としてマイクロ流体プローブを用いた回収法が報告されている。マイクロ


















Figure 1.1 走査型イオンコンダクタンス顕微鏡 (a) 単純化した電極配置，モニタリングシステム．(b) ピ
ペット先端のイオン電流の、基板との距離依存性，模式図 
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これまで、細胞膜上のナノ構造の形成過程 64、形状 65,66や体積変化 67、エンドサイトーシス 68,69
やエキソサイトーシス 70 のモニタリングが行われている。また、SICM はピペットをパッチクラン
プや微量のピペットに利用可能であり、細胞表面 71や内部 72への局所インジェクションやコレクシ



































Figure 1.2 動脈の血管構造 
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RNA はタンパク質の設計図となる mRNA や、それ以外のノンコーディング RNA（ncRNA）に分
類される。従来、タンパク質をコードする mRNA だけが重要視されてきたが、近年、ncRNA の中
にも重要な機能を有する RNA が複数報告され 79,80 、RNA 全体が注目を集めている。 
RNA は全ての遺伝子から均一に転写される訳ではなく、必要な遺伝子が必要な量だけ合成される。
つまり、RNA の種類と量の解析は、対象の細胞機能評価に良い指標になる。RNA の解析技術として
は、古くは Northern blot 法が用いられていたが、現在は精度、スループットの面からほとんど報告
は無い 81。トランスクリプトミクスにおける RNA の解析手法は、主にマイクロアレイ、RT-qPCR、
RNA-seq の３つが用いられる。 
 マイクロアレイ解析は、知りたい遺伝子に相補的な 1 本鎖 DNA を予め合成し、基板上に多数配列
したチップを用いる。1 枚のチップ上で数万～数十万の遺伝子を調べることができ、非常にスループ






（Reverse transcript – quantitative PCR）である。近年では、マイクロフルイディクス技術や液滴
システムを利用することで、効率や定量性の改善が行われてきた。本節では、RNA 定量評価技術と




RT-qPCR では、RNA から cDNA を逆転写（RT：Reverse transcript）し、cDNA を鋳型に PCR
反応を行う 85。古典的な PCR では、増幅のエンドポイントで評価するが、qPCR では、PCR 反応を
追跡可能な蛍光試薬を混合しておくことで、増幅曲線が立ち上がるサイクル数（Ct 値）で評価を行
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う。PCR のエンドポイントでは、初期鋳型の量に関わらず PCR の増幅産物の量はほぼ一定であるが、






Fig 1.3 スタンダードサンプルの(a)増幅曲線、(b)増幅曲線から作製した検量線 
1.4.2 PCR 反応の蛍光検出法 
 
PCR 反応をモニタリングする手法は大きく二つに分類される。一つ目は二本鎖 DNA に特異的に
挿入（インターカレート）して蛍光を発する色素 (SYBR green, Eva Green) を用いる手法である
（Fig. 1.4a）。二つ目は増幅する DNA 配列に特異的なオリゴヌクレオチドに蛍光色素を結合させた
プローブを用いる方法である(Fig 1.4b)。 
前者はあらゆる遺伝子の PCR 反応へ使用可能であり、汎用性が高いが、プライマーダイマーのよ
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釈品を作成し、目的遺伝子の定量 PCR 後に Ct 値と細胞数の検量線を作成しておくと、評価サンプ
ルが基準サンプルの何細胞分の遺伝子発現に相当するか、算出を行うことができる。一方、相対定量
法の中には、そもそも検量線を必要としない手法も存在する。比較 Ct 法、もしくは ΔΔCt 法と呼ば
れる手法であり、以下にその評価法に関して簡単に記述する 85。 
 
目的遺伝子を X、基準となる遺伝子を R とし、それぞれ Ct 値を CtX、CtR、PCR 効率を EX、ER、










となる。ここで、  である。 
さらに、基準となるサンプル Sに対する、目的サンプルの相対的な発現量 L を計算すると、閾値に
達した際の各遺伝子の鋳型の量は等しいと考えられるので、 
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ここで、  である。 
さらに、プライマーが適切に設計できていれば PCR 効率は 1 と仮定できるので、最終的に目的サン











 微細加工技術やマイクロ流体のハンドリング技術の発展により、これまで PCR チューブ内の μL






Figure 1.5 高効率定量 PCR システム（Biomark. Fluidigm 社）．(a) PCR 反応チップ（ダイナミックアレ
イ）．(b)PCR 反応後のヒートマップ図 86．Ct 値を元に着色． 
このような網羅的な定量 PCR 技術を用いることで、一度に最大 9,000 以上の定量 PCR 反応が可
能となる。これまでに、このような網羅的定量 PCR 技術を利用した単一細胞の評価により、腫瘍の
進行機序、不均一性、また iPS 細胞と ES細胞の相違など、重要な生命機序の解析が報告されている
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は、数千の微小な反応ウェル内にサンプル溶液を 1 copies/well 以下になるよう分割し、PCR を行う
手法である。ターゲット遺伝子を含むウェルは PCR 増幅によって陽性ウェルとして、ターゲット遺






















第 5 章 集積型マイクロ電極を用いた血管新生モデルの局所遺伝子発現評価 
 血管組織内の遺伝子発現の不均一性を評価するため、三次元的な組織から局所的に細胞質を回収可
能なダブルバレルカーボンプローブ（DBCP）を開発し RT-qPCR による遺伝子評価を行った。 
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の局所アクセス技術（4 章）、細胞表面の評価技術（3 章）、また細胞内物質の回収による遺伝子評価
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 細胞表面の形状評価を行うために（3 章）、先端の開口径が 20-100 nm のガラスナノピペットを作
製した 1,2。以下にその作製方法を記す。 
 
① 外径 1.0 mm、内径 0.78 mm のボロシリケートガラス管（GC150F-10, Harvard Apparatus）を
長さ 75 mm 程度に切断した後、CO2レーザープラー（P-2000, Sutter Instruments）を用いて
細尖化した。使用したプログラムのパラメータを下記に示す。 
 
Table 2.1 走査型イオンコンダクタンス顕微鏡用探針の加熱・延伸条件 
HEAT FIL VEL DEL PUL 
350 3 21 200 － 
350 2 26 160 250 
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② 先端を加熱・細尖化した医療用シリンジ（SS-01T, テルモ）を用い、Dulbecco's PBS(-)（041-20211, 
和光純薬工業）を①で作製したナノピペット内に充填した。この際、先端に気泡が残らない様、
注意し、必要であれば軽く指で弾いて気泡を除去した。 
③ Ag/AgCl 線（直径 300 μm, 2.3 章参照）をナノピペット内に挿入した。 
 
本プログラムで作製したナノピペットは、PBS(-)中で+0.2 V vs. Ag/AgCl の電位を印加した際、500




構築した血管管腔の検出を行うために（4 章）、先端の開口径が 1 μm 前後のガラスピペットを作
製した。以下にその作製方法を示す。 
 
① 外径 1.0 mm、内径 0.78 mm のボロシリケートガラス管（GC150F-10, Harvard Apparatus）
を長さ 75 mm程度に切断した後、CO2レーザープラー（P-2000, Sutter Instruments）を用い
て細尖化した。使用したプログラムのパラメータを下記に示す。 
 
Table 2.2 管腔穿刺用探針の加熱・延伸条件 
HEAT FIL VEL DEL PUL 
350 3 25 150 50 
350 3 25 150 100 
 
② PBSの充填、Ag/AgCl 線の挿入を、2.2.1 節②、③と同様の手順にて行った。 
  
本プログラムで作製したナノピペットは、PBS(-)中で+0.2 V vs. Ag/AgCl の電位を印加した際、10










外径 1.2 mm、内径 0.9 mm のクォーツ製ガラス管（QT120-90-7.5, Sutter Instrument）を
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CO2レーザープラー（P-2000, Sutter Instruments）を用いて細尖化した（Fig. 2.1b）。使用し
たプログラムのパラメータを下記に示す。 
 
Table 2.3 ダブルバレルカーボンプローブ（DBCP）の加熱・延伸条件 
HEAT FIL VEL DEL PUL 
850 5 30 125 70 
700 3 10 125 40 
700 3 10 125 1 
700 3 10 125 1 
700 3 8 125 7 
700 3 8 125 7 
    






としたシングルバレルのクォーツ製ガラス管（外径 1.2 mm, 内径 1.0 mm, Q120-90-7.5, Sutter 
Instrument）内で①の先端を加熱することで、ガラス管内面に炭素をコーティングした 2,4,5。
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エタノール（057-00451, 和光純薬工業）を医療用シリンジ（SS10-ESZ, テルモ）で常に導入し、








ーブボックス内に設置した。ビーカー底面に 50 μL の
4,4,5,5,6,6,6-nonafluorohexyltrichlorosilane（LS-912, 信越化学）を滴下し、アルミホイルで
蓋をした後、室温で 3 h 以上静置した 6。 
⑥ 内部の洗浄 
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① 外径 1.0 mm、内径 0.78 mm のボロシリケートガラス管（GC150F-10, Harvard Apparatus）
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Table 2.4 細胞回収/距離制御用探針の加熱・延伸条件 
HEAT FIL VEL DEL PUL 
510 3 20 200 25 
450 3 20 200 ― 
370 3 20 200 ― 
510 ― 25 124 255 
   
ただし、レーザープラーの条件は、気温、連続運転の状況などに影響を受けるため、当日の状態に合
わせ、微調整が必要である。本プログラムの場合は、1 段目の HEAT, PUL、および 4 段目の HEAT, 
DEL の条件を増減することで、主に調整を行った。この時作製される形状はショートシャンクのも
のが良い 9,10（Fig. 2.2）。 
 
Figure 2.2 細胞回収/距離制御用探針の光学顕微鏡写真． 
② ①の各バレル内へ、下記器具を用いて溶液の導入を行った。 
（水相）先端を加熱・細尖化した医療用シリンジ（SS-01T, テルモ）を用い、Dulbecco's PBS(-) 
（041-20211, 和光純薬工業）を①で作製したナノピペット内に充填した。 
（有機相）ガラスシリンジ（00110111, アズワン）、シリカキャピラリ （ー内径 0.150, 外径 0.375 mm, 
1 010-36132, GL サイエンス）、スリーブ（F-185X，upchurch scientific）、フィッティ
ング（M-110，upchurch scientific）、ルアーアダプタ（P-659，upchurch scientific）を
組み合わせ導入用の器具とした（Fig. 2.3）。充填溶液には、Tetrahexylammonium 
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① 直径 300 μmの Ag 線を 50～70 mm 程度の長さで切り出した。 
② 対極、参照極をスチールメッシュとし、飽和 KCl 水溶液中で+1.0 V の電圧を印加することで、
AgCl を析出させた。 
作製した Ag/AgCl 参照極は、表面に Agの光沢が現れた際には、再度②の工程を行い、表面を AgCl
で再被覆した。 
 




① 直径 300 μmの Ag 線を 50～70 mm 程度の長さで切り出した。 
② 対極、参照極をスチールメッシュとし、0.2 M KTPBCl （A5132, 東京化成工業）の アセトン









3, 4, 6 章における測定溶液、および細胞操作に使用する洗浄溶液として、Dulbecco's PBS(-)を調
整し使用した。Dulbecco's PBS(-)は、調整済み粉末（041-20211, 和光純薬工業）を 500 mL の Milli-Q
水に溶解させたものを用いた。調整済み粉末には NaCl : 4.0 g、KCl : 0.1 g、 Na2HPO4 : 0.6 g、
KH2PO4 : 0.1 g が含まれる。調整した PBS は 121 度、2 気圧で 20 min 処理することで、滅菌した
後に使用した。 
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2.4.2 有機電解質（Tetrahexylammonium tetrakis(4-chlorophenyl)borate） 
 
第 6 章で使用した有機電解質（Tetrahexylammonium tetrakis(4-chlorophenyl)borate)）の作成法
を示す 12。 
① Tetrahexylammonium bromide（分子量 434.58 g/mol）（T1599, 東京化成工業）、 Potassium 
Tetrakis(4-chlorophenyl)（分子量 496.11 g/mol）（A5132, 東京化成工業）を各々0.2 mmol 程
度秤量し、50 mL の遠沈菅（2345-050, Iwaki）内で 25 mL のアセトン（012-00343, 和光純薬
工業）に溶解させた。 




④ 残存する KBr を除去する目的で、MilliQ 水で析出した結晶を洗浄し、洗浄した水を注意深く除
去した。 
⑤ エタノール：アセトン=9:1 の溶液 25 mL を添加し、ピペッティング、ボルテックス（25 mL 遠
沈菅等に移して）等で結晶を溶解させた。 
⑥ ドラフト内で風乾し、Tetrahexylammonium tetrakis(4-chlorophenyl)borate の針状の結晶を得
た（Fig. 2.4）。 
⑦ 回収した結晶は遮光し、4 度の冷蔵庫にて保管した。 
 
 
Figure 2.4  THATPBCl の針状結晶. (a) ビーカー上方 (b) ビーカー側方より撮影． 
 
およそ 0.2 mmol 分の投入量（Tetrahexylammonium bromide、Potassium 
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因子から構成される。添加因子を調整後、約 1 ヶ月を目処に新しい培地の調整を行った。 
 
Table 2.5 HUVEC 継代用培養液の成分 
成分 添加量 
EBM-2（基礎培地） 500 mL 
FBS 10 mL 
Hydrocortisone 0.2 mL 
hFGF-B 2 mL 
VEGF 0.5 mL 
R3-IGF-1 0.5 mL 
Ascorbic acid 0.5 mL 
hEGF 0.5 mL 
GA-1000 0.5 mL 




細胞の様子を観察し、80～90 %コンフルエントの状態で継代操作を続けた。培養は 12 継代以内とし
た。以下に手順を示す.   
① 培養液を除去した後、Dulbecco's PBS(-) 5 mL を添加し、細胞の洗浄を行った。本作業により、
血清成分によるトリプシン阻害効果が抑制される。 
② Dulbecco's PBS(-)を除去した後、トリプシン（CC-5034, Lonza）を 1.5 mL/25 cm2で添加し、最
大で 5 min、37 度の CO2インキュベーター内（APC-30D, アステック）で静置した。 
③ 顕微鏡にて細胞が剥離されたことを確認し、必要であれば優しくフラスコの側面を弾き、細胞の剥離
を促した。その後、トリプシン中和剤 TNS（CC-5034, Lonza）を 3.0 mL/25 cm2で添加し、トリプ
シンの効果を中和した。 
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④ ③の溶液の全量を 15 mL の遠沈菅（2325-015, Iwaki）に移した。また培養フラスコを 2 mL 程度の
PBS で洗浄した溶液も遠沈菅に添加した。 
⑤ 300 g, 5 min の条件で遠心操作を行った（5702, エッペンドルフ、3500, KUBOTA、または
CF-15R, Hitachi）。 
⑥ 細胞の沈降を確認した後、上清を注意深く除去し、予め温めておいた EGM-2 を 5 mL 程度添加
した。 
⑦ C-Chip (DHC-B02, AR BROWN)により細胞数をカウントし、1.0×105 cells/25 cm2フラスコ程
度の濃度で細胞を播種した。 






② 予め温めておいた 5 mL の EGM-2 に①の細胞を懸濁し、5 mL の EGM-2 を入れた 25 cm2フラ






 継代操作と同様の手順で細胞を剥離、遠心後に上清を除去し、5.0×105 ～1.0×106 cells/mL 程度
になるよう、CELLBANKER 1（日本全薬工業）を添加した。懸濁液をクライオチューブ（368632, 
NUNC）に 1 mL 分注し、バイセル（日本フリーザー）内に設置し、バイセルごとディーフリーザ
ー（-80 ℃）内で 3 h～1 晩凍結した。その後、液体窒素タンク内で保存した 13。 
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2.6.1 サンプルからの遺伝子抽出・cDNA 化 
 
本論文においては、1) RNA 精製後に逆転写反応行う 2 step 法と、2) RNA 精製無しで逆転写反応
を行い定量 PCR 前の前増幅までを連続的に行う 1 step 法の、2 種類を用いた。以下にそれぞれの手
法を簡単に記す。 
 
2.6.1.1 2 step 法 
  
①RNA 精製 





に RNA 分解酵素の活性が低下し、RNA が安定化される。 
② ホモジナイズしたサンプルと等量の70 %エタノールを添加し、ピペッティングにより混合した。
この操作により、スピンカラム内のシリカメンブレンに RNA のみが結合する条件が調整される。 
③ ②で調整したサンプルを専用のスピンカラムに添加し、8,000 g で 15 s 遠心（3500, KUBOTA）
を行う。これによりサンプル中の RNA がスピンカラム内のシリカメンブレンにトラップされる。
フロースルーは捨て、サンプルの全量をカラムに通すまで、この操作を繰り返した。 
④ 専用の洗浄液（Buffer RW1）を添加、8,000 g で 15 s 遠心し、メンブレンを洗浄した。 
⑤ 調整した DNase 溶液をカラムに添加、室温で 15 min 静置することで、ゲノム DNA の分解を行
った。本操作は 100 細胞以下の微量サンプルの場合は省略した。 
⑥ 専用の洗浄液（Buffer RW1, Buffer RPE, 80 % Etanol）をスピンカラムに添加、遠心を行うこ
とでメンブレンの洗浄を行った。 
⑦ スピンカラムへ 14～50 l の RNase-free water を添加し、RNA の溶出を行った。 
 
②逆転写反応 
cDNA の作製には、QuantiTect Reverse Transcription Kit（205313, Qiagen）を用い、Kit 付属
のプロトコルに従って実験を行った。以下にその手順を簡潔に示す。 
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① テンプレート RNA にゲノム DNA 除去試薬を加え、42℃で 2 min インキュベートすることで、
ゲノム DNA を除去した。 
② ゲノム DNA 除去後、逆転写酵素、逆転写用のプライマー、緩衝液を加え、混合した。 




必要に応じ、2×TaqMan PreAmp Master Mix（PN4391128, Applied Biosystems）を用い、cDNA





精製グレードは、逆相カートレッジカラム（OPC）精製、また濃度は 50 μM のものを用いた。製品
購入後、Forward primer：Reverse primer：RNase, DNase free water を 2:2:1 の割合で混合し、







Table 2.6 プライマーペアミックスの調整（2 step 法） 
名称 量[μL] 
(A) 各 Primer pair mix（最大 48 種） 各 1 
RNase, DNase free water 100-(A)の合計 
合計 100 
 場合により、同割合で合計量を 200 μL とし、適宜分注して保存した。 
試薬の混合は以下のように行った。 
Table 2.7 Pre-amplification 用溶液の調整（2 step 法） 
名称 量[μL/sample] 
2× TaqMan PreAmp Master Mix 5 
準備２のプライマーペアミックス 2.5 
②の cDNA 2.5 
合計 10 
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増幅反応は、サーマルサイクラ （ーTP850, タカラバイオ、PTC-200, 日本バイオラッド）により、
下記熱条件で行った。 
 
Table 2.8 Pre-amplification 熱条件（2 step 法） 
工程 温度[℃] 時間[min] 
PCR 酵素の活性化 95 10 
Pre-amplification 
変性 95 0.25 (15 s) 
アニール/伸長 60 4 
冷却 4 ∞ 
 
 Pre- amplification は、特別の理由が無い場合、1 細胞以下の場合は 18 cycle, 多細胞の場合は 14 
cycle で行った。 
 
Pre-amplification 後、溶液に 40 μL の RNase, DNase free water を添加し、-20 ℃で保存した。 
 
2.6.1.2 1 step 法 
  







Table 2.9 プライマーペアミックスの調整（1 step 法） 
名称 量[μL] 
(A) 各 Primer pair mix（最大 48 種） 各 1 
RNase, DNase free water 100-(A)の合計 
合計 100 
 
 場合により、同割合で合計量を 200 μL とし、適宜分注して保存した。 
 
②細胞回収溶液の調整 
 下記割合で溶液を混合し、PCR チューブに添加した。 
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Table 2.10 細胞回収溶液の組成（1 step 法） 
名称 量[μL/sample] 
2× Reaction Mix 5.0 
SuperscriptⅢ/Platinum Taq Mix 0.2 
Primer pair mix①調整品 2.5 




 逆転写反応、および増幅反応には、サーマルサイクラー（TP850, タカラバイオ、PTC-200, 日本
バイオラッド）により、下記熱条件で行った。 
 
Table 2.11 逆転写・Pre-amplification 熱条件（1 step 法） 
工程 温度[℃] 時間[min] 
逆転写反応 50 15 
逆転写酵素の失活/PCR 酵素の活性化 95 2 
Pre-amplification 
変性 95 0.25 (15 s) 
アニール/伸長 60 4 
冷却 4 ∞ 
 





は ExonucleaseⅠ（M0293S, New England BioLabs）を用いた。試薬の配合は以下のように行った。 
 
Table 2.12 エキソヌクレアーゼ処理 溶液調整（1 step 法） 
名称 量[μL/sample] 
ExonucleaseⅠReaction Buffer 0.36 
ExonucleaseⅠ 0.72 
RNase, DNase free water 2.52 
合計 3.6 
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 これを③のサンプルに添加し、下記熱条件で反応を行い Pre-amplification に使用した primer を除
去した。 
 
Table 2.13 エキソヌクレアーゼ処理 熱条件（1 step 法） 
工程 温度[℃] 時間[min] 
エキソヌクレアーゼによる分解反応 37 30 
エキソヌクレアーゼの失活 80 15 
冷却 4 ∞ 
 
Exnuclease 処理後、サンプルは RNase, DNase free water を 32.4 μL 添加し、合計 45 μL の cDNA
溶液とし、-20℃で凍結保存した。 
 
2.6.2 Real-time PCR 
 
 本論文では遺伝子の定量評価は全て Real-time PCR により行った（Lightcycler 1.5, Roche）。以




試薬にはライトサイクラー ファストスタート DNA マスターSYBR Green１（2239264, Roche）、
反応容器はガラスキャピラリー （04929292001, Roche）を用いた。配合は以下の通りである。 
 
準備：SYBR Green-PCR 酵素の混合 
  
ライトサイクラーファストスタート酵素 10 μL をライトサイクラーファストスタート反応ミック
ス SYBR Green に添加し、SYBR Green-PCR 酵素の混合液とした。 
これを、さらに以下の割合で他の試薬と混合した。 
 
Table 2.14 インターカレーター法による定量 PCR 溶液組成 
名称 量[μL/sample] 
SYBR Green-PCR 酵素溶液 2 
プライマーストック溶液（20 μM） 1 
MgCl2 （キット添付品） 1.6 
Water（PCR グレード, キット添付品） 13.4 
合計 18 
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本試薬を必要本数+0.5 本分調整したものを、ライトサイクラー遠心アダプター（11909312001, 
Roche）上で 18 μL ずつガラスキャピラリーに充填し、評価 cDNA 2 μL を添加した後、ライトサイ
クラー キャッピングツール（03357317001, Roche）で蓋をした。 
 
 Real-time PCR は以下の熱条件で行った。 
Table 2.15 インターカレーター法による定量 PCR 熱条件 
工程 温度[℃] 時間[s] 
初期変性 / PCR 酵素の活性化 95 600 
Pre-amplification 
（45 cycle） 
変性 95 10 
アニール 60 10 
伸長 72 9 
融解曲線分析 70～99 （0.2℃/s） 
冷却 40 30 
 
 
2.6.2.2 TaqMan プローブ法 
  
試薬は Premix Ex Taq（RR039A, TAKARA）、TaqMan プローブには Roche の Universal Probe 
Library（UPL, #1～#165）、また反応容器となるガラスキャピラリーには、インターカレーション
法と同一のライトサイクラーキャピラリー （04929292001, Roche）を用いた。 
 
準備：TaqMan プローブ 1 μM の調整 
  
UPL から目的番号のプローブを取り出し、RNase, DNase free water で 10 倍希釈することで、1 
μM の TaqMan プローブを調整した。これを、さらに以下の割合で他の試薬と混合した。 
 
Table 2.16 TaqMan 法による定量 PCR 溶液組成 
名称 量[μL/sample] 
Premix Ex Taq 10 
プライマーストック溶液（20 μM） 0.4 
TaqMan プローブ（1 μM） 2.0 
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 Real-time PCR は以下の熱条件で行った。 
 
Table 2.17 TaqMan 法による定量 PCR 熱条件 
工程 温度[℃] 時間[s] 
初期変性 95 30 
Pre-amplification 
（45 cycle） 
変性 95 5 
アニール / 伸長 60 20 
冷却 40 30 
 
2.6.2.3 Biomark HD System 
 
網羅的な遺伝子解析を行うシステムとして、Biomark HD system（fluidigm ）を用いた定量 PCR
を行った。PCR 反応のモニタリングには、DNA 二重鎖にインターカレートする EvaGreen をもち
いた。 作業は Fluidigm Advance Development Protocol No.30 に従い、行った 16。以下に作業概要
を示す。 
 
以下組成で Sample Mix を調整した。 
Table 2.18 Sample Mix 組成 
名称 量[μL/sample] 
2x TaqMan Gene Expression Master Mix 
（PN4369016, Applied Biosystems） 
2.5 
20x DNA Bindng Dye Sample Loading Reagent 
（PN100-0388, Fluidigm） 
0.25 
20x EvaGreen DNA binding dye 
(PN31000, Biotium) 
0.25 
cDNA サンプル 2.0 
合計 5.0 
 
また以下組成で Assay Mix を調整した。 
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Table 2.19 Assay Mix 組成 
名称 量[μL/sample] 
2x Assay Loading Reagent(Fuluidigm) 2.5 




調整した Sample Mix, Assay Mix を、それぞれダイナミックアレイ 48×48（Fluidigm）の行・
列に 5.0 µ ずつローディングを行った。ローディング後, IFC Controller に溶液を導入し、ダイナミ
ックアレイを BioMark HD Systemにセットした。PCR の条件は以下のように行った。 
 
Table 2.20 Biomark HD 定量 PCR 熱条件 
工程 温度[℃] 時間[s] 
UNG処理 50 120 
初期変性 95 600 
Pre-amplification 
（40 cycle） 
変性 95 15 
アニール/伸長 60 60 
融解曲線分析 
60 3 
60～95 1℃/3 sec 
 




 本論文で用いたプライマーは、基本的にRoche社のAssay Design Centerを用いて設計を行い, 設





本章の一部は、「Isolation and quantification of messenger RNA from tissue models by using a 
double-barrel carbon probe」という題目で、Anal. Bioanal. Chem.の学術論文として受理され、掲
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本章の内容は「Nanoscale imaging of an unlabeled secretory protein in living cells using scanning 
ion conductance microscopy」という題目で、Anal Chem の学術論文として投稿中であり（2014 年












Table 3.1 血管内皮細胞が分泌する凝固制御タンパク質 
 抗血栓性因子 血栓形成因子 





第 Xa, IXa, Va因子 
vWF 









価を行った。vWF は血管内皮細胞の小器官であるバイベル・パラーデ小体（Weibel-Palade bodies 
(WPBs)）中に貯蔵されている接着性のタンパク質である 3,4。凝固促進性の刺激を受けた際に、血管
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内皮細胞は WPB のエキソサイトーシスにより、vWF を血液内に放出する 5,6。 
 タンパク質の蛍光標識は細胞内外のタンパク質の動態観察に非常に重要な手法の一つであり、
vWF, WPBs の研究においても、遺伝子導入による GFP 修飾、また免疫染色により、WPB のエキソ
サイトーシスの機序の解明や、vWF 動態への細胞外環境の影響が研究されてきた 7-14。しかし一方で、
vWF 放出時に蛍光タンパク質が WPBs と干渉することや、免疫染色による vWF 重合形態への影響
することなどが報告され 10,12、比較・補完手法として、非ラベルで vWF を観察する方法が求められ
ている。 
原子間力顕微鏡（AFM）は、非ラベルでタンパク質の nm オーダーの構造を可視化する優れたツ




膜上での vWF 動態を評価する必要がある。 
 SICM は AFM と同様、非ラベルで対象物を nm レベルで可視化するツールであるが、非接触でイ
メージング可能という特徴から、細胞などの柔らかいものを測定対象とした際には、AFM よりも観
察に適したツールと言える 21-24。そこで本章では、非ラベルでの生細胞表面の vWF の動態評価を目
的とし、SICM による vWF 放出誘導後の血管内皮細胞の表面観察を行った。 
結果、SICMにより、細胞表面に放出される vWFを光の回折限界以下の解像度で観察可能であり、
最小 60 nm 幅の vWF を可視化した。生細胞における vWF の可視化も良好に可能であり、生細胞表
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 血管機能を in vitro で評価する手法として、血管内皮細胞によるマイクロデバイスの被覆が広く利
用されている 1-3。血管内皮細胞の被覆により、血流（シアストレス）への応答 4-6や血液成分との相
互作用 7-10に伴う細胞応答などの生体内の血管機能評価を、生体内よりも管理させた条件で行うこと
ができる。生体内の血流状態を模倣するため、PDMS や PMMA などの樹脂材料の微細加工技術の












しかし、AFM の探針は数 μm と短いために、血管などの厚みのある組織には不向きであり、また目
的部位到達後の試薬導入や、サンプル回収などにも量的な制限がある。他方、一般的に用いられるガ
ラスナノピペットは、mm オーダーの長さを有するために、既報の多くの血管構造へのアクセスに適
用可能である。また内部が中空であるため、薬剤インジェクション 38 やサンプルの回収 39,40、さら
に走査型イオンコンダクタンス顕微鏡（SICM）技術による形状評価（3 章）も可能であり、挿入後
の分析項目の選択肢が豊富である。 
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既報の血管構造は内腔数 μm の微小なものから数百 μm までと幅がある。本章では、本法が既報









 管腔上のコラーゲンを作製し、内部を HUVEC で被覆することで、血管構造を構築した。ここで
は、最も簡便な手法である金属針を用いた手法を用いた 19。以下に手順を示す（Fig. 4.2）。 
 
① 厚さ 1.0 mmのスライドガラスをフッ化シランで表面を疎水化した。疎水化は窒素雰囲気とした
第 4 章 イオン電流を指標とした血管アクセス技術の開発 
- 43 - 
 
グローブボックス内で、スライド硝子を 50 mL ビーカーの壁面に立て掛け、ビーカー底面に 50 
μL の 4,4,5,5,6,6,6-nonafluorohexyltrichlorosilane（LS-912, 信越化学）を滴下した後に、アル
ミホイルで蓋をし、3 時間放置することで行った。 
② 6 well プレート（353046, BD）内に 10×10 mm程度に切り出したフッ化処理ガラスを置き、主
剤:硬化剤 = 10 : 1 の割合で混合した PDMS を注いだ後、80 度で 30 min 程度加熱することで硬
化させた。硬化後、PDMS をガラスから引き剥がしウェルとして利用した（Fig. 4.2a） 
③ 25 G（0.5 mm）の金属針（NN-2525R, テルモ）を 0.1 %ウシ血清アルブミン（BSA）（012-15093, 
和光純薬工業）/MilliQ 水中に浸漬した後にクリーンベンチ内で風乾させた。これは、金属針と
コラーゲンの接着を弱め、抜去を容易にするためである。 
④ 通常の金属針で予め穴を作っておいた後、PDMS ウェルを横切るよう、BSA コートした金属針
を挿入した（Fig. 4.2b） 
⑤ ラット尾由来Ⅰ型コラーゲン（354236, BD）を PBS で 3 mg/mL の濃度に調整し、PDMSの well
内に注いだ。37 度で 30 min 静置することでコラーゲンのゲル化を促した。 
⑥ コラーゲンのゲル化後、インキュベーターから取り出し、PBS 内でゆっくりと金属針を抜去した
（Fig. 4.2c）。 
⑦ シリンジ（SS-01T, テルモ）内に 1.0×107 cells/mL の濃度に調整した HUVEC の細胞懸濁液を
充填し、金属針でコラーゲン管腔内へ導入した。PDMS とコラーゲンの隙間から細胞懸濁液が漏
れ出すことを防ぐため、反対側の穴から吸引をしながら行った（Fig. 4.2d）。管腔の上部に細胞
を接着させる目的で、ウェルをシャーレ毎逆さにし、37 度の CO2インキュベーター内で 15 min
静置した。 
⑧ 15 min 後、シャーレを元の向きに戻し、培養を継続した。 
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Figure 4.2 鋳型法による血管構造の作製法 
4.2.2.2 血管径（小）：自発凝集法 
 
血管内皮細胞の自己凝集を利用し、数 μm程度の管腔形成を行った 29。以下に手順を示す。 
 
① 当研究室でこれまで行ってきた微細加工技術の方法 41により、幅 500 μm、高さ 100 μmの SU-8
パターンを作製し、4,4,5,5,6,6,6-nonafluorohexyltrichlorosilane により表面を疎水化した。 
② SU-8 パターンに対して、主剤：硬化剤 = 10 ：1 の割合で混合した PDMS を注ぎ、80 ℃で 30 
min 程度加熱することで、PDMS の微細溝を作製した。また 4.2.2.1①の手順と同様の手順で作
製した2枚のフッ化処理ガラスを厚さ1～2 mmのスペーサーを介して重合わせた隙間にPDMS
を同様に流し込み硬化させることで、PDMS の平板を作製した。 
③ PDMS 微細溝、スタンプ用のシートを 70 %エタノールで洗浄した後、0.1 %BSA/MilliQ溶液に
浸漬後、風乾した 42。 
④ 豚腱由来のⅠ型コラーゲン（Cellmatrix TypeⅠ-A, 新田ゼラチン）内に HUVEC を 3.0×107 
cells/mL の濃度で懸濁させた溶液を、微細溝の横に 20 μL スポットし、PDMS スタンプシート
で挟み込むことで、微細溝へ細胞を導入した。 
⑤ スタンプ用のシートを被せたまま、37℃の CO2インキュベーター内で 15 min 程度静置するこ
とで、コラーゲンのゲル化を促した。 
⑥ コラーゲンのゲル化後、PBS 中で慎重に PDMS スタンプシートを剥離した。その後、PDMS
の微細溝を培養液（EGM-2）内に浸漬し、培養を行った。 
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 探針の作製法は第 2 章に示した。電気化学計測システムは 3 章で示した SICM のシステムと同一
のものを使用した。血管への穿刺は、DC モーターで 5 μm/s（血管（大））、1 μm/s（血管（小）の速









① 3 章 3.2.2 の固定化、ブロッキングの①～⑧の手順にて、細胞の固定化を行った。 
② 100 μL の Alexa 488 phalloidin（A12379, life technologies）、5 μL の PI（341-07381, 同仁化
学）を 5 mL の PBS 中に浸漬させた固定化サンプルに添加し、90 min 以上室温で静置した。 










胞核を蛍光標識し、共焦点顕微鏡による観察を行った。結果を Fig. 4.4 に示す。共焦点顕微鏡写真か
ら、管腔の全面を細胞が覆い（Fig. 4.4a, b）、コラーゲンの鋳型に沿った管腔構造が形成されたこと
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が確認できた（Fig. 4.4c）。また細胞表面を拡大すると、細胞同士は密に結合していることが確認で




Figure 4.4 鋳型式血管構造の共焦点顕微鏡写真．(a) 透過光，(b)(c) 蛍光写真（緑：F-actin）(b) 血管表
















全て BSA の表面処理を行ったデバイスで作製した血管構造を用いた。 
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の影響．(a) パターン有り-BSA 処理無し，(b) パターン有り-BSA 処理有り，(c) パターン無し．Scale bar 
= 500 μm． 
 
 形成された血管を固定化、細胞骨格を蛍光染色後に共焦点顕微鏡で観察した。結果、内部に管腔を
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が管腔に到達し、ピペット先端の物理的な阻害から開放された biii の状態であると考える。(iii)の領
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Figure 4.8 イオン電流による微小血管の管腔検出 (a)電流値変化、(b) Z = 70～85 μmの拡大図，(c) 血管
-ピペットの位置関係 
 










Figure 4.9 ナノピペットによる遺伝子導入．GFP 発現を誘導するプラスミドを 1 μg/mL の濃度で
Opti-MEM 培養液に懸濁，ピペットに充填後，細胞内にインジェクションした．(a) 遺伝子導入前，赤丸
の細胞に遺伝子を導入，(b) 遺伝子導入後 1 日培養後、(c) (b)の蛍光写真（GFP）．細胞：MCF-7．Scale bar 
= 100 μm． 
また、血管管腔内の距離制御も可能であり、管腔内の血管内皮細胞のイメージングも取得可能であ
った（Fig. 4.10）。 
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Figure 4.10 血管内 SICM イメージング（3 章参照）．(a) 血管内イメージングの模式図．(b) 血管（大，




本章では、ナノピペットによる in vitro 血管モデル内の 1 細胞レベルの機能評価を視野に入れ、そ
の初期検討として、イオン電流を指標とした血管内腔へのアクセス技術の構築を目指した。既報の
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本章の研究の一部は、「Isolation and quantification of messenger RNA from tissue models by 
using a double-barrel carbon probe」という題目で Anal. Bioanal. Chem.の学術論文として受理さ











れてきた。しかし、この 10 年ほどの研究の進展により、新生血管の先端で伸長方向を制御する tip cell、





Figure 5.1 血管新生時の内皮細胞の機能分化 
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遺伝子（mRNA）の発現評価は細胞機能を評価する重要な指標の一つであり、血管新生研究にお
いては、mRNA を蛍光標識する in situ hybridization（ISH）による細胞間の遺伝子発現の比較が広
く行われてきた 6,9-11。一方、近年より多数の遺伝子を網羅的に評価することにより、tip cell と stalk 
cell のマーカー遺伝子が探索されている。Toro らは、tip cell を主に形成するよう遺伝子操作を行っ
たマウスの網膜から血管内皮細胞を採取し、野生型と比較することで、tip cell で発現が変化する遺
伝子を報告している 12。また、Strasser らは一般的な局所細胞回収に使用される Laser 


















  血管新生を評価する in vitro, in vivo, ex vivo モデルが数多く報告されている 18-20。本章では比
較的簡易的なモデルである tube formation assay、および生体内の血管新生を模倣するとされるマウ
ス胚様体モデルを評価対象とした。 
 







assay は広く利用されている 22,23。以下に、本章で用いた Tube formation assay の手順を示す。 
 4 ℃で解凍した Matrigel growth factor reduced（354230, BD）300 μL を 35 mm culture dish
上にピペットマンチップを用い薄層コートした。培養液に懸濁したHUVECを4.7 × 104 cells/cm2 程
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度の濃度で播種し、37 ℃の CO2 インキュベーター内で 4～24 h 培養した。 Fig. 5.2 に、Tube 
formation assay を行った HUVEC の経時変化を示す。伸展した形状から徐々に tube 様の構造に変




Figure 5.2 HUVEC を用いた Tube formation assay．Matrigel への播種後の培養時間と形態変化． 
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Figure 5.3 作製したダブルバレルカーボンプローブ（DBCP）の走査型電子顕微鏡（SEM）写真． 




 本実験で用いた細胞回収システムの概略図を Fig. 5.4a に示す。サンプルの観察は倒立顕微鏡
（DMIRE2, Leica）を用い、CCD カメラ（DFC365FX, Leica）を通して PC に接続し、画像解析ソ
フトウェア（Leica application suite ver 4.3）を通して画像の取り込みを行った。対象サンプルの粗
動には顕微鏡付属の XY 手動ステージを用いた。作製した DBCP は溝を有する付属のアクリル板に
固定し、3 軸の油圧式マニピュレーター（MNO-203, Narishige）にセットし操作を行った。DBCP
に集積した 2 本のマイクロ電極への電圧パルスの印加は、細胞融合/エレクトロポレーション用の電
圧パルス印加装置（ECM 2001 Electro Cell Manipulator, BTX-Harvard Apparatus）を用いて行っ
た。細胞に数 μm まで近接して行う精密作業であるため、顕微鏡は除振台（AVT-0405, 明立精機）
上に設置し、作業を行った。 
細胞の破砕は、マイクロマニピュレーターにより電極を細胞直上 5 μm まで近接させ、150 V, 10 μs
の電圧パルスを印加することで行った（Fig. 5.4b）。 
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 5.1 節で述べた通り、血管新生時には、安定状態の血管内に存在する血管内皮細胞（Phalanx 細胞）
とは異なり、糸状仮足を多数形成し、主に遊走により新生血管の方向を決定する tip 細胞、tip 細胞
の後方で増殖活性を持ち、管腔を形成する stalk 細胞が分化することが知られる（Fig. 5.1）。安定状
態の血管内皮細胞の集団内でどの細胞が tip, stalk 細胞として分化するかは、VEGF-A を中心とした
成長因子の授受から始まるシグナル伝達により制御されている。以下では、本章で主に参考にした
Delta/Notch シグナル伝達経路、また遺伝子評価に用いた Slit/Roundabout シグナル伝達経路に関し
て簡単に述べる。 
 
Dll4-Notch シグナル 3,4,8,35 
 
 Notch 経路は、ショウジョウバエにおいて最初に発見され、Notch 遺伝子に異常がある個体は刻み
目がついた（”Notched”）羽を持つことが報告された。Notch レセプターは 1 回膜貫通Ⅰ型タンパク
であり、接着している他の細胞膜上の Notch リガンド（DLL4, etc.）により活性化される。Notch
レセプターはリガンドが結合すると、プロテアーゼにより細胞外ドメインが切断され、続いて
ϒ-secretase 複合体などの効果により、細胞内領域（Notch intracellular domain : NICD）が細胞内
に遊離する。NICD は核内で他の蛋白質と共同し、標的遺伝子の転写を活性化する（Fig.5.5a）。 
 血管新生において、VEGF-A が血管内皮細胞の VEGF 受容体 2（VEGFR2, KDR, Flk-1）に結合
すると、その細胞内では Notch リガンドである Dll4 の発現が活性化される。細胞膜上に発現した
DLL4 は、隣接する細胞の Notch レセプターに結合し、隣接する細胞の VEGFR2 の発現を抑制する
とともに、VEGFR2 よりも弱い酵素活性を有し、VEGF シグナルに対して競合阻害効果を発揮する
第 5 章 集積型マイクロ電極を用いた血管モデル内の局所遺伝子発現評価 
- 58 - 
 
VEGFR1（Flt1）の発現を増強させる。結果、隣接する細胞では、さらに VEGF に対する応答が弱
まる。VEGF-A を暴露された血管内皮細胞の集団内では、この Delta-Notch シグナル経路を利用し
た競合が行われ、この競合の勝者が tip cell の機能を獲得し、隣接する細胞が stalk cell となる（Fig. 
5.5b）。 
本シグナル伝達経路に関連する遺伝子として、tip cell では DLL4、KDR、stalk cell では、JAG1、
FLT1 などの遺伝子発現が増加することが報告されている。 
  
Slit-Roundabout シグナル 36 
 
 Roundabout（ROBO）受容体は膜貫通型の受容体であり、リガンドである Slit が結合することで、
細胞内にシグナルを伝達する。Jones らは、マウス網膜を用いた血管新生モデルを用いて、ROBO4
受容体が stalk cell に多く発現し、VEGFR2 のシグナル伝達を抑制していることを報告した 36。
ROBO4をノックアウトしたマウスでは、血管新生時に tip cellの形成が通常の2倍程度に増加する。
ROBO4 は VEGF-A シグナルを弱めることで、血管の透過性を調節し、血管を安定化させる効果を
持つ（Fig.5.5c）。stalk 細胞内では ROBO4 をコードする ROBO4 mRNA の発現量が増加すること
が知られる。 
 
Figure 5.5 血管新生におけるシグナル伝達．(a) Notch シグナルの概略．(b) Notch シグナルによる tip cell
形成のメカニズム（競合モデル）．(c) Slit-Roundabout シグナルによる VEGFR2 シグナルの抑制． 
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 本章においては、比較的多量の溶液をキャピラリー内に吸引するため（～5 μL）、RNA 精製後に
逆転写反応行う 2 step 法を用いた。Tube formation assay からの回収では、RNA 精製、cDNA の合
成後、2×TaqMan PreAmp Master Mix（PN4391128, Applied Biosystems）を用い、目的遺伝子配
列の pre-amplification を行った。詳細な手順は 2 章に示した。以下に本章で用いたプライマーの配
列を記す。 
 
Table 5.1  Tube formation assay (human)に使用したプライマーリスト 
Gene Forward primer Reverse primer 
GAPDH tgaacgggaagctcactgg tccaccaccctgttgctgta 
DLL4 ccctggcaatgtacttgtgat gtggtgggtgcagtagttga 
FLT1 ccactcccttgaacacgag gtcgccttacggaagctct 
ITGB1 cgatgccatcatgcaagt acaccagcagccgtgtaac 
 
 







 市販のシミュレーションソフトウェア（COMSOL Multiphysics 4.3b，計測エンジニアリングシス
テム）を用いて、今回使用した破砕条件の妥当性の確認行った。 
 
シミュレーション条件：先端外径 = 10 μm, ガラスの厚み = 1 μm, 隔壁のガラスの厚み = 2 μmと
し（Fig. 5.6a）、溶媒はスクロースと導電率が近い水を用い、2 電極間の電位差はΔV = 150 V と計
算した。 
 
電圧パルスを印加した際の、DBCP 直下の電場強度のプロファイルを計算した。結果を Fig. 5.6b, 
c に示す。シミュレーション結果から、主に電場強度が高いのは、他方の電極に近い方の電極の縁で
あることがわかる。また細胞が位置する電極直下 5 μm における電場強度は、3.8×106 V/m であっ
た。 
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Figure 5.6 COMSOL による DBCP 周辺の電場強度のシミュレーション．(a) 電極のデザイン（先端外径 
= 10 μm, ガラスの厚み = 1 μm, 隔壁のガラスの厚み = 2 μm．(b) DBCP 側方から観察した電場強度
の分布．(c) DBCP 直下の電場強度のプロファイル．DBCP 表面からの距離との相関を示した． 
 
この値は細胞膜の破壊に必要と言われる電場強度 0.3～1.0×106 V/m33と比べてやや高く、我々の







Figure 5.7 外部電場に誘起される膜電位 38． 
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ないか、確認する目的で、隔壁の位置を 1, 2, 3 μm ずつ、ずらした際の DBCP 周辺の電場強度をシ
ミュレーションした。結果、隔壁がずれた際においても電極の縁が最も電場強度が高い傾向に変化は
なく（Fig. 5.8a）、また隔壁直下の電場強度はほとんど影響を受けなかった（Fig. 5.8b）。 
 
 
Figure 5.8 隔壁がずれた際の電場強度のプロファイル変化．(a) 隔壁位置と DBCP 側方から観察した電
場強度の分布．(b) 隔壁直下の電場強度プロファイル（Fig. 5.6c 参照）．0 μmのデータは、Fig. 5.6c より
再掲． 
 
5.3.2 DBCP による細胞の選択破砕・mRNA 定量評価 
 
 DBCP による細胞破砕の可否を確認する目的で、乳癌細胞株 MCF-7 を対象に、DBCP による電場
破砕、および回収を試みた。結果を Fig. 5.9 に示す。 
回収対象とした細胞（Fig. 5.9 i, 白丸内）に DBCP を近接させ（Fig. 5.9 ii）、150 V, 10 μs の電圧パ
ルスを印加したところ、細胞膜が破砕され、細胞が膨張する様子が観察された（Fig. 5.9 iii）。その
後速やかに DBCP 内を陰圧にすることで、破砕した細胞の回収を行った（Fig. 5.9 iv）。対象とした
細胞以外には大きな変化は見られず、DBCP直下の細胞の選択的な破砕が出来ていることがわかる。 
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Figure 5.9 DBCP による細胞回収（MCF-7）．DBCP の細胞への近接前（i），近接後(ii)，電圧パルスの印
加後(iii)，および細胞回収後(iv)． 
 また電圧パルスの印加による細胞内 mRNA の損失がないか確認する目的で、DBCP を用いた単一
細胞回収において、電圧印加を行ったサンプル、行わなかったサンプルに関して、含まれるハウスキ
ーピング遺伝子 GAPDH の絶対量の比較を行った。MCF-7 は比較的基板との接着量が弱く、回収に
際して破砕が必ずしも必要でないため、このような比較が可能である 16。絶対量の算出は、既知濃度
のプラスミド DNA（GAPDH）を定量 PCR にかけることで算出した。結果、若干、電圧パルスを加
えた際にバラつきが大きくなるものの、その絶対量の大きな変化がないことが分かった（Fig. 5.10a）。
また、Fig. 5.10b に電圧印加により回収した MCF-7 内の遺伝子発現を GAPDH で規格化した累積度






Figure 5.10 印加電圧の有無による単一細胞内の mRNA への影響．(a) 絶対定量結果の箱ヒゲ図．箱内の
中央線：中央値，箱の上部：第三四分位数，箱の下部：第一四分位数，ヒゲ上端：最大値，ヒゲ下端：最
小値．(b) ITGB1の相対発現量の累積度関数．実験値：黒線，理論曲線：グレー線． 
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 以上から、DBCP を用いることで、任意の位置の選択的な細胞破砕が可能であり、回収した細胞
内の mRNA を定量 PCR により評価可能であることが確認できた。 
 
5.3.3 Tube formation assay 系での部位特異的遺伝子発現評価 
 
Tube formation assayで構築した血管新生モデルにおいて、部位特異的な遺伝子発現を評価した。
Tube formation assay では、網目部分の数が血管新生の目安とされることから、網目を構成する伸
展した細胞を新生血管の細胞、その根元にあたる細胞凝集部を既存血管細胞と見立て、各部位の細胞
を DBCP で回収し（Fig. 5.11）、定量 PCR による遺伝子発現評価を行った。 
 
 
Figure 5.11 Tube formation assay で構築した血管網からの DBCP を用いた細胞回収．Scale bar = 100 μm． 
 
Fig. 5.12 に Matrigel 上へ細胞を播種後、4 h, 24 h 後の各部位の細胞を DBCP で回収、遺伝子発
現を評価した結果を示す。グラフ内には、Tube formation assay 全体の細胞を溶解し、遺伝子発現
を評価した結果を Bulk として示してある。また縦軸は、通常の継代培養時の HUVEC の遺伝子発
現量を 1 とした相対値で示した。 
 
Figure 5.12 Tube formation assay で構築した血管網内の遺伝子発現の分布と経時変化． 
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端部（tip cell）で発現量が増加すると言われる DLL4 が、全ての部位で経時的に発現量が増加して
いることが分かる。他方、tip cellの後方で管を形成する stalk cellで発現量が増加するとされるFLT1
は 4 h で若干発現量が増加するものの、その後、ほとんど発現量に変化は見られない。 このことは、
tube formation assay においては、ほとんど全ての部位の細胞が tip cell 様の機能を有していること
を示唆している。Tube formation assay は簡易的に血管新生を評価可能な優れたモデルであるが、


















 血管新生モデルとして、tube formation assayとマウス胚性幹細胞モデルの二つを構築し、それぞ
れ新生血管部、既存血管部にあたる部位から細胞を回収し、遺伝子発現の定量評価を行った。結果、
簡易モデルである tube formation assay では、新生血管部と既存血管部で遺伝子発現量の相違は観
察されなかった。一方、生体予見性が高いとされるマウス胚性幹細胞を用いたモデルでは、新生血管
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の再配向 1や、管腔形成に伴う管腔側、基底膜側の蛋白質発現の相違 2などが知られる。 






る内在性 mRNA の標識（ISH） 7,8、蛍光標識合成 RNA の注入による動態評価 9、遺伝子改変によ










して用いることで、細胞内の mRNA を回収し検出を行った研究が報告された 25。ガラスシリンジは
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 結果、500～1,000 fL 程度の微量な細胞質を細胞内から良好に回収可能であり、また定量 PCR が
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第 3 章 
 
 血管内皮細胞表面における、血栓関連因子、ヴォンヴィレブランド因子（vWF）の動態評価を目
的とし、SICM による vWF 放出誘導後の血管内皮細胞の表面観察を行った。結果、SICM により、
細胞表面に放出される vWF を光の回折限界以下の解像度で観察可能であり、最小 60 nm 幅の vWF







第 4 章 
 
本章では、ナノピペットによる in vitro 血管モデル内の 1 細胞レベルの機能評価を目標とし、その
初期検討として、イオン電流を指標とした血管内腔へのアクセス技術の構築を目指した。既報の様々














 血管新生モデルとして tube formation assay とマウス胚性幹細胞モデルの二つを構築し、それぞ
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れ新生血管部、既存血管部にあたる部位から細胞を回収し、遺伝子発現の定量評価を行った。結果、
簡易モデルである tube formation assay では、新生血管部と既存血管部で遺伝子発現量の相違は観
察されなかった。一方、生体予見性が高いとされるマウス胚性幹細胞を用いたモデルでは、新生血管
部と既存血管部で遺伝子の発現量に相違が存在し、それぞれ tip cell, stalk cell マーカーの発現量を
比較することができた。 
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